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 エンドトキシン (以下Eむ) はグラム陰性桿菌の外膜成分で, 多糖体と脂質からなるリポ多糖体
 (LPS) である。 多糖体は抗原性を有するO抗原, 0抗原と脂質を結ぶRコアからなる。 細菌の変
 異株によっては0抗原を持たないものもあり, 0抗原 を有するLPSをS型, 有 しないものをR型と
 区別する。 脂質はリピ ドAと呼ばれるが, 糖骨格に脂肪酸, リ ン酸が結合 した複合脂質であ る。
 その構造は細菌により異なるが, β (1ゆ6) ジグルコサミ ンの 1, 4'位にリ ン酸残基がエス
 テル結合し, β一ヒ ドロキシミリスチ ン酸が, 2, 2'位にアミ ド結合および3, 3'位にエステ
 ル結合 したものが基本構造である。 E σ読のものは, さらにミリスチ ン酸, パルミチ ン酸が側鎖
 脂肪酸と してβ一ヒ ドロキシミリスチ ン酸にエステル結合 している。 ところで, E七は生体に静注
 投与した場合, 発熱, ショック, 出血壊死, 致死毒性など種々 の生物活性を呈する。 それらの生
 物活性の中心はリピドAにあるが, 活性の出現には側鎖を含めた脂肪酸残基が不可欠であること
 が, 近年明 らかになった。 またEtは肝不全時などに出現 し, 肝疾患の病態と予後に大きな影響を
 与えるとされてきた。 動物実験でも 5℃rを標識したE七を投与すると肝に集積することが知 られて
 いる。 特にKup至fer細胞に取り込まれ, 肝網内系がEtの除去に大きな役割を果たすと考えられて
 きた。 しか しながら, 取り込まれたE七がどのように代謝・排出されるか は不明であった。 Freu-
 denberg らはラットに標識 したE七を静注した場合, S型のLPSはKupffer細胞にそれぞれ分布 し,
 3日後に はSおよ びR型のLPS は肝細胞へ移行 し, さ らに胆汁中へ排出されることを報告 してい
 る。 したがって, 肝実質細胞もLPSの代謝に関与しているのではないかと考え, 肝細胞における
 LPSの取 り込みと代謝 を検討 した。
 この実験のため, グルコサミ ン要求株であるE oo J` E 112を用いてリピ ドAの グルコサミ ン骨
 格を3Hで, 脂肪酸残基を 14Cで標識 したLPSを作製 した。 同株はUDP-glucose4epimerase欠損株
 でもあり, O抗原多糖の発育にはガラク トースを必要とする。 よって培地中のガラク トースの有
 無により, SおよびR型のLPSを調整 した。 また, Sα伽01Lθ磁 α磁惚m AI galEより0抗原に貌
 を標識 したLPSを調整 した。 培養肝実質細胞は雄 ウイスター系ラッ トよりcollagenase灌流法に
 より単離 した。 培養 は振盪培養と単層培養を行い, 振盪培養はLPSの取り込みを膜と細胞質分画
 に分けて検討するのに用いた。 単層培養 はLPSの取り込みと取り込み後の脂質分析に用いた。 細
 胞数10 6個/ml/tubeの肝細胞浮遊液に10 μg のS型およ びR型のE σoZ` とS型 のSα Z1πoηε伽 のLPS
 を添加 した。 S型のLPS はE co∬, Sα〃πoηθIZαともに細胞への取り込み はみられなかった。 一
 方, R型のLPSを添加 (1、75×104c、p.m,) した10, 30, 60分後の取り込みは膜結合分画で3」.2, 684,
 1346 c,p.m., 細胞質分画で2534, 2821, 4304 c,p.m. (N=3:平均) であった。 R型 のLPS は時
 一262 一
 間とともに取り込みが増加 し, それは単に膜へ結合するだけでなく, 細胞質へ移行することが判
 明した。 同様に単層培養した肝細胞においても, S型のLPSの取り込みはみられず, R型のものの
 取り込みがみられた。 肝細胞数105個/m1/wellにおける15μg のR型E. coil LPS (2.6 ×10℃.
 p.m.) の取り込みは添加後, 24, 48およ び72時間で4175±250, 6745 ±210および8610±365 c.p,
 m. (N-4:平均±S. D.) であった。 SおよびR型のLPSを添加 した場合のGOT, GPTの変動は
 差がなく, S型のLPSの取り込みがみ られなかったの は物性の違いによる と考え られる。 R型のE、
 coli LPSは30μg/we11ま で濃度に依存 して取り込みの増加がみられた。 脂肪酸残基を 1℃で標識
 した同LPSを添加し, 24, 48, 72時間後に培養液をクロロホルム/メ タノール, 2:1で抽出し
 た場合, 時間とともに培養液中に脂質の遊離が認められた。 この脂質を2次元薄層クロマ トグラ
 フィー (1 次元:クロロホルム/メ タノール/水, 65:25 :4, 2次元:石油エーテル/エーテ
 ル/酢酸、 70:30:2) で展開し分析 したところ, β一ヒ ドロキシ酸と中性脂肪であることが判
 明 した。 そのモル比 は約7二1であった。 これらの結果 は細胞に取り込まれたR型のEtが脱アシ
 ル化されたことを示 している。 LPSから遊離 したβ一ヒ ドロキ シ酸はそのままの形で, 側鎖脂肪
 酸の1部は中性脂肪 に組み込まれて細胞外 に放出されたと考え られる。 このことは肝実質がR型






 エンドトキシン血症 は諸疾患 (肝不全, 重症感染症など) で認められ, エンドトキシンの有無
 が疾患の予後に影響を与えると考え られる。 そこで, エンドトキシンの排除機構を主題にした本
 論文 は, 臨床的に大きな意味をもつ。
 エンドトキシンの排除機構に関する過去の研究はin vivoの実験に限られており, エンドトキ
 シンの排除に関与する細胞の同定とそ の代謝経路の解析は不十分であった。 本研究が, 培養肝
 細胞によるin vi七roの実験糸を用 い, リピ ドAの グルコサミ ン骨格と脂肪酸残基を標識 したエン
 ドトキシンを作製する事により, ①肝細胞がエンドトキシンを取り込む事, ②肝細胞でのエンド
 トキシンの代謝を明 らかにする事を目的と しているのは妥当である。 ここで確認すべき事 は, 使
 用した培養細胞が肝細胞である事の証明と, 作製した標識エンドトキシンの正当性である。 後者
 に関 しては, 標識部位の基礎的検討が十分になされている。 前者に関 しては本論文中に言及され
 ていないが, 50gの遠心 (p7) で集められる細胞は理論上肝細胞のみであり, 大塚アッセイ の,
 ヘパプレートも使用 しているので, 使用細胞が肝細胞である事については問題がないと思われ
 る。 ただ し, Lsp取り込み実験の個々のデータが, Kataokaらの方法により得た肝細胞を用いて
 得られたものか, ヘパプレートを用いて得 られたものかの記載がない。 さらに可能であれば, こ
 の2種類 の肝細胞を用 いた時のLsp取 り込みのデータの異同 にっ いて言及す る事が望ま しい。
 本研究の 「結果」 より得られる 「結論」 として, 生物活性の存在するリピ ドAを持つR型エン
 ドトキシンは肝細胞に取り込まれ, リピ ドAの脱アシル化によりエンドトキシンの毒性が低下す
 る, と述べている。 データ量は十分であり, 対照実験が施行されており, 信頼できる 「結果」 で
 ある。 「結果」 の解釈から 「結論」 に至る過程も無理がない。
 総括すると, 本論文は論理的かっ明確に書かれており, 類似文献が世界になく独創性を持って
 いる。 本研究の 「結果」 が, 将来のエンドトキシン血症の治療に結びつく可能性も考慮に入れる
 と, 本論文は学位論文に値すると考え られる。
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